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糖尿病､高血圧等に代表される生活習慣病は集団
中の羅患頻度が高いだけでなく心血管系を始めとし
た重篤な疾患の危険因子でもあることから十分にコ
ントロール可能な治療介入が望まれている｡薬剤に
よる治療介入は継続的なコントロール､高いコンプ
ライアンス､治療コストを考慮すると有効な選択肢
の一つであるが､効率性を重視し ｢ターゲット遺伝
子または遺伝子産物の機能を調節する化合物を開発
する｣ ゲノム創薬においてはまず治療ターゲットと
なりうる遺伝子を明確にすることが非常に大切とな
る｡
糖尿病などでは病態成立の分子メカニズムが必ず
しも明確ではなく､まず真に有効なターゲットが探
索される必要がある｡既存概念に縛られず競争力を
確保しうる探索手法として遺伝解析が考えられる｡
遺伝解析はヒトや生物集団に存在する ｢様々な表現
型｣とそれを規定する実態である ｢遺伝子多型｣と
を直接的に関連づける解析手法のひとつである｡そ
の大きな利点の一つに ｢表現型を引き起こす分子機
構についての事前知識 (いわゆるpriorknowledge)
を全く必要とせずに遺伝子実態が同定可能であるこ
と｣が挙げられる｡遺伝解析法は単一遺伝子病にお
ける責任遺伝子同定において大きな成功を収めてき
たが (動物の場合の典型的な例は 1994年に ob/ob
変異マウスから遺伝解析により同定されたレプチン
遺伝子があるり､生活習慣病に代表されるような多
因子疾患 (complexdisease)の遺伝子探索におい
ては現在大きなchallengeの段階にある｡本稿では
肥満 ･ⅠⅠ型糖尿病モデルの遺伝解析 ･責任遺伝子
探索についての我々の試みを交えながら疾患遺伝子
探索について概説する｡
日 型糖尿病は膵臓からのインスリン分泌は正常
または過剰に維持されているにもかかわらず､末梢
組織 (骨格筋､肝臓､脂肪等)においてインスリン
反応性ブドウ等取り込みが障害される､いわゆるイ
ンスリン抵抗性のために血糖値の上昇を引き起こす
病型と位置付けられる｡我々は OtsukaLong-Evans
TokushimaFatty(以下 OLETF)ラットが内臓肥満 ･
高脂血症 ･インスリン抵抗性 ･高血糖などヒトの肥
満を伴う ⅠⅠ型糖尿病に類似した病態を呈すること
に注目し 2､oLETFラットの病態を規定する遺伝子
を明らかにすることで ｢肥満､糖代謝､脂質代謝､
インスリン抵抗性に関わる新たな分子パスウェイを
同定する｣ことを目的とした｡ヒトを直接の対象と
した遺伝解析も SingleNucleotidePolymorphism
(SNP)の整備などにより現実的になりつつあるが､
モデル動物は遺伝因子 ･環境因子のコントロールが
比較的容易なこと､同定された責任遺伝子について
遺伝子改変動物作製などの手法により機能的側面か
らの確認が直接可能であることなどの理由により､
複雑なヒト疾患の原因遺伝子を解明する上で非常に
有用であると考えられる｡
糖尿病､高脂血症､肥満等の病態は複数の遺伝子
に支配されていると考えられるため､まず病態に関
わる ｢遺伝子座の数｣､｢ゲノム上での位置｣､｢各遺
伝子座の効果｣を明らかにした｡糖尿病では血糖値､
体重などの連続量を病態の指標とすることが望まし
い｡我々は連鎖解析法の一つであり連続値からなる
量的形質(quantitativetraits:QT)を解析可能な
quantitativetraitsloci(QTL:量的形質遺伝子
座)解析法を用いてOLETFラットの肥満･高脂血症 ･
糖尿病に関わる疾患遺伝子が存在するゲノム嶺域
QTLを検索した｡図1に示すように一般にモデル動
物の遺伝解析では ｢病態系統｣と ｢正常系統｣を交
配して得られる第2世代の仔を用いる｡第 2世代の
仔では病態系統と正常系統の祖父母からのゲノム領
域がランダムにまたモザイク状に分布する｡遺伝的
組成と同様に表現型も ｢正常系統に近い個体｣から
｢病態系統に近い個体｣まで幅広く分布する集団と
なっている｡各ゲノム簡域が由来している系統 (遺
伝子型)はマイクロサテライトマーカーを用いて決
定することができる｡各領域を遺伝子型でグループ
分け後､群の特性を比較した場合その領域の目的と
する表現型 (病態)への寄与があれば図2に示すよ
うに群間の表現型の分布に差が生じる｡ 多重比較を
考慮した上で群間の表現型に有意な差が生じる領域
を検出することで責任遺伝子が存在するゲノム領域
を絞り込むことができる3｡ また各群の平均値の差
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BClの場合､図 1の状態を考えるとMarkerlの遺伝子型で群を分離した場合両群は異なる分布を示すが (右)I
Marker2の遺伝子型で分離した場合には両群は差を示さない (左)｡多くのMarkerがMarker2様の挙動を示す (そ
の額域に責任遺伝子はない)｡Markerlの近傍には ｢当該表現型に関して両系統間で異なる寄与を示す遺伝チ (ア
レル)が存在する｣ことを意味する｡F2の場合も同じ｡すなわちこのマ-カーの近傍に当該責任遺伝子が存在す
る｡
よりQTLの表現型への効果を推定することができる｡
我々は病態モデルとしてOLETFラット､正常系統
としてBrownNorway(BN)､Fischer344(F344)､Long
EvansTokushiⅡ】aOtsuka(LETO)ラットを上記の交
配系に用い第 2世代の仔においてQTL解析を行なっ
た｡ゲノム全体の検索の結果､OLETFラットのゲノ
ムには体重､内臓肥満,高血糖､高脂血症に関わる
QTLが12ヶ所(統計学的有意水準Significantlevel
を満たすもの 3)同定され､OLETFラットの病態
がヒトと同じく複数の遺伝子で支配されていること
が明らかとなった4~7｡ヒト糖尿病では､肥満､高
血糖､高脂血症､インスリン抵抗性など種々のリス
クファクターが集積する傾向がある｡今回のQTL解
析において､各QTLの主作用は ｢血糖値｣､｢肥満｣､
｢高脂血症｣と遺伝子レベルでは主作用が分離する
傾向が見られ､ヒトにおいても､polygeneとして
これらの個々のリスクがゲノムに集積することで病
態の成立に寄与している可能性を示唆した.各QTL
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OLETFラットのDmoLを片側のみ正常化した
ヘテロコンジェニックライン
図3 コンジェニック系統
oLETFラットの特定のQTLのみを正常化するためのコンジェニック系統の作製｡数世代に渡ってOLETFラットへ
バッククロスを続けることで､OLETFラット由来のゲノム組成が高まる｡この際に目的QTLについて正常遺伝子型
を有する個体をマイクロサテライトマーカーにより選抜することで､最終的にOLETFゲノムの中で特定の遺伝子額
域のみが正常遺伝子型である系統,コンジェニック系統を作製することができる(Markerassistedcongenic法)｡
Markerassistedspeedcongenic法は､さらにゲノム全体の遺伝子型を各世代で解析し上記の条件に加えてゲノ
ム全体の OLETF型への置き換え効率の高い個体を選抜する方法｡BC4-BC5世代で解析に適するコンジェニックを
得ることができる｡
の表現型へ与える効果を解析した結果､ラット1番
染色体に同定された肥満 ･高脂血症に強く関与する
QTLと､同じく1番染色体とⅩ染色体上に同定され
た高血糖に強く関わるQTLの3つが主要なQTLであ
ると判断し､遺伝子同定へ向けての解析対象とした｡
ラット 1番染色体に位置する Dmol (DL'abetes
MeIIJ'tusOLETFtype1)と命名されたQTLは全て
の交雑群において再現性よく確認されたこと､また
内臓脂肪蓄積､高脂血症に非常に強く関わり､イン
スリン抵抗性､耐糖能の悪化への寄与が示されたこ
とから､肥満糖尿病の成因を明らかにする上で重要
な遺伝子座であると考えられた｡上記のデータに基
づき､Dmol遺伝子の存在領域を求めたところ10-30
cM程度であった｡一般にQTL解析では ｢量的形質
を扱うこと｣と ｢複数遺伝子を扱うこと｣の 2点の
問題より､信頼できる遺伝子簡域の区間は 20cM程
度にとどまることが多い｡責任遺伝子同定可能な 1
-2cM程度の領域まで限局するには､現時点では
コンジェニックラインが有効である｡
コンジェニック系統は､特定のQTLのみ正常型と
異常型の2タイプを保持し､その他の領域はいずれ
かのゲノムに統一した系統である (図3)｡したが
って単一遺伝子支配のモデルに単純化できること､
系統として同一遺伝子型の個体を複数作製すること
ができることの2つの利点があるCすなわち前述の
｢複数遺伝子｣と ｢量的形質｣の問題点に対処可能
であり責任遺伝子座の限局に機能すると考えられる｡
また当該QTL単独の表現型への影響を詳細に検討す
ることも可能にする｡
コンジェニック系統に関して我々はOLETFラット
のゲノムにF344またはBNの正常 DmoI遺伝子座を
導入したもの､すなわち病態モデルに正常遺伝子を
導入し治療効果を観察するものと逆に BNのゲノム
にOLETFの異常 Dmol遺伝子座を導入し病態悪化効
果を見るものの両タイプを作製した｡コンジェニッ
ク系統は全ゲノムの置き換え率の高い個体を優先的
に選択する markerassistedspeedcongenic法を
用いて第 4世代 (BC4､ゲノム置き換え率 96%)の
段階でDRIOl遺伝子座の効果を観察した 80本稿では
OLETFゲノムの中にBNのDmolアレルを片側の染色
体のみ導入したもの (ヘテロコンジェニック)につ
いて述べる｡ヘテロコンジェニックにおいて､体重
については正常遺伝子導入により経時的に 6%程度
の減少を認めた (repeatedANOVA:p≡l.92×10~4)､
内臓脂肪については 14%の減少 (p=2.18×10~3)､
空腹時総コレステロール値23%減少 (p≡l.55×10~8)､
トリグリセライ ド値 37%減少 (p=3.90×10~6) を
認めた (いずれも29週令雄個体データ)｡また経口
糖負荷試験時の血糖値においても有意差を認め､
p-5.64×10~4(repeatedANOVA)で低下が見られたQ
また正常遺伝子をホモ接合体で導入したホモコンジ
ェニックラインでは病態改善効果はより大きく体重
において 20%程度の減少効果を確認している (渡
連他未発表データ)｡以上の成績よりDmol遺伝子座
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の病態への強い関連と同遺伝子座正常化による治療
効果が確認された｡我々は次に示すゲノムリソース
を利用しての特殊な遺伝解析を行ったうえで責任蘭
域を 1.5メガベース (Mb)に限局した｡上記へテロ
コンジェニックラインより再度 Dmol領域内で組換
えを有する個体を選抜し､当該領域のみを正常型で
有するコンジェニックラインを作製した｡同 1.5Mb
責任商域の病態改善効果効果を再度確認することが
できた (渡連他未発表データ)0
責任領域が数Mb程度に限局されると､Bacterial
ArtificialChromosome(BAC)等のゲノムクローン
で当該領域をカバーし､ゲノム塩基配列を決定する
ことが可能となる｡ゲノム塩基配列を元に責任遺伝
子を同定するためには､まず ｢表現型と相関する責
任遺伝子変異｣を同定することが不可避である｡単
純な 2系統間の比較では領域内に ｢正常系統では見
られず､OLETFゲノムで見られる｣このような変異
が多数同定されると考えられる｡QTL解析､コンジ
ェニック解析において複数の異なる種類の正常系統
との比較解析を行なうことで非特異的な変異を排除
することが可能になる｡
これらの純粋な位置情報に基づいた遺伝子クロー
ニング (PositionalCloning)と並行して､同領域
に存在する機能的であると考えられる遺伝子領域を
優 先 的 に検 索す る こともで き る (Positional
CandidateApproach法)｡後述するように我々はラ
ット､マウス､ヒトの3種間の全ゲノムにわたる比
較地図を作製することで､同領域がヒト 10番染色
体長腕､マウス 19番染色体の特定の領域に相当す
ることを明らかにした 9｡さらに上記のゲノムクロ
ーンでカバーした領域については､ヒトゲノム配列
との比較を行ない､相同な遺伝子が保存された順序
で並んでいることを確認している｡これらのラット
遺伝子領域はヒトゲノムとの問で明らかな核酸レベ
ルでの保存性を示している｡
我々は 1996年より､マイクロサテライ トマーカ
ーを中心としたラットのゲノムリソースの整備を進
め､現在ラットのマイクロサテライ トマーカー数は
10000種を超え､詳細な遺伝解析や遺伝子マッピン
グを行なうための十分な基盤が整ったと考えられる｡
またヒトやモデル動物をはじめ多くの種でラジエー
ションハイブリッド地図が作製されていることは生
物種間のゲ ノムの比較を可能にし､Positional
Candidate法による候補遺伝子探索を促進すると考
えられる｡我々も522個の遺伝子からなるラット遺
伝子地図を作製することにより､ラット､マウス､
ヒトにおける比較地図を作製し､同地図に基づき責
任遺伝子領域に存在しうる遺伝子を効率的に同定し
てきた｡比較地図によれば､ラットーヒト､マウス
ーヒトゲノム間は 200前後の染色体ブロックの対応
関係が存在すると考えられる｡比較地図の利用によ
り､モデル動物の候補遺伝子検索はヒトゲノム情報
を取り入れる形でより急速に進展すると考えられる｡
これらのゲノムリソースについては各研究者の利用
可能な形で公開されている(http://ratmap.ims.u-
tokyo.ac.jp/)9｡また今年になりアイオワ大学のグ
ループから同様の比較地図が公表されている 川｡
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